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研究成果の概要（和文）：モデルトマト品種であるマイクロトムにおいて、EMS処理によって
作成した変異体集団の中から、目的遺伝子に変異を有する変異体を選抜する
TILLING(Targeting Induced Local Lesions In Genomes)技術の基盤を開発した。開発した
TILLING基盤を利用し、トマト重要育種形質の一つである果実の日持ち性に関与する成熟遺伝
子に変異を有する変異体を選抜・解析し、開発した基盤の有効性を立証した。 
 
研究成果の概要（英文）：TILLING (Targeting Induced Local Lesions In Genomes) platform 
has been established in Micro-Tom cultivar, which is a model tomato cultivar for fruit 
biology. TILLING allows us to isolate mutants, which has mutations in gene of interests.  
Using the TILLING platform, ripening-related mutants were isolated and characterized, 
demonstrating the validity of the established platform. 
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１．研究開始当初の背景 
 シロイヌナズナやイネのゲノム情報基盤
構築が終了し、それらの情報が学術研究の推
進から産業育成までの広い範囲で有用であ
ることが示されつつあった。そして、これら
の情報を活用した植物改変や品種識別など
に対する国際的な期待が高まっていた。これ
らモデル植物での成功を受け、単なる網羅的
研究ではなく、より焦点を絞り、応用研究目
的に即した作物ゲノム研究（以下、「次世代
型植物ゲノム研究」と呼ぶ）の推進が国際的
に叫ばれていた。このような背景から、先進
国を中心とした国際コンソーシアム方式の
プロジェクト研究の推進が提唱されていた。
2003 年にはナス科植物のモデルとしてトマ
トゲノム研究が、2005 年 7 月にはウリ科植
物のモデルとしてメロンゲノム研究が国際
コンソーシアム方式で始まった。これらに対
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して民間企業からの支援が始まっていた。こ
れらの活動から生み出される情報は、基礎研
究、応用研究、さらには産業利用の面から大
きく注目されていた。 
 国内に目を向けると、このような多様な次
世代型国際コンソーシアム方式の植物ゲノ
ム研究に柔軟に対応できるプロジェクトは
なく、現状では研究者個人の努力による貢献
が大きかった。一方、我が国に対する先進諸
国の研究者からの期待も極めて大きく、この
ような次世代型国際コンソーシアム方式の
植物ゲノム研究で我が国の研究者がイニシ
アティブを発揮できる研究環境を構築する
ことが緊急課題であった。しかし、当時その
ような動きはなく、そのままでは、新たな植
物多様性科学や適応性学の創成を目指す次
世代型国際コンソーシアム方式の植物ゲノ
ム研究で大きく後塵を拝する危惧があった。
しかし、既に EMS 変異誘発集団の作成を開
始していた利点を生かして、本研究を実施す
ることにより、トマトの TILLING技術が確
立され、国際コンソーシアム研究で大きなイ
ニシアティブを発揮できるものと考え、本研
究を実施するに至った。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、以下の４項目を目標にして実施し
た。 
(1)トマトのゲノム研究のモデル品種の１つ、
マイクロトム（Micro-Tom）を使って変異誘
発系統を完成させ、さらに TILLING技術を
確立する。 
 
(2)TILLING 技術の低コスト化、簡易化を行
う。 
 
(3)確立したTILLING技術を使ってトマトの
育種形質に関連した重要遺伝子の変異体選
抜ができることを実証する。 
 
(4)TILLING 技術によって選抜した変異体の
特性解析を行う。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、マイクロトムのリソースを対
象に以下の６つの項目について研究を実施
した。 
(1)EMS変異誘発系統の作成：開始当時、約
4000系統（Watanabe et al., 2007）のマイ
クロトム変異誘発系統有したが、新たに 1000
系統の変異誘発系統を作成する。総計 5000
系統を目標とする。 
 
(2)TILLINGのための DNAプールの整備：現在、
変異誘発系統 2000系統からの DNA抽出を終
了しているが、残りの 3000系統の M2系統か
らゲノム DNAを抽出し、TILLINGによる変異
体選抜のための DNAプールを構築する。 
 
(3)TILLINGの低コスト化：当時の TILLING法
では、スクリーニングを行う DNA配列１kb毎
に高価な特異蛍光プライマーを作成し、変異
体の選抜を行っていた。そのため、他種類の
DNA配列について変異体のスクリーニングを
行う場合、多数の特異蛍光プライマーを作成
する必要があった。この点が TILLING法の普
及を阻む原因の一つになっていた。そこで、
本研究では、ユニバーサル蛍光プライマーを
使った TILLING法を開発し、TILLINGのコス
トの問題点を解決する。 
 
(4)DNAプールの変異率の評価：構築した DNA
プールから 2000系統を利用し、機知の遺伝
子配列に関する変異体を TILLING法でスクリ
ーニングする。得られた変異の頻度から構築
した DNAプールの変異率の評価を行う。 
 
(5)TILLINGによる１塩基置換変異系体の選
抜：構築した DNAプール全てを用いて TILLING
を行い、トマトの育種形質に関連した遺伝子
に１塩基置換変異が導入された変異誘発系
統を同定する。 
 
(6)選抜した１塩基置換変異体の解析：５）
で同定された変異誘発系統を解析し、その後
代から 1塩基置換変異を有する変異体を分離
する。得られた変異体について分子遺伝学的
解析を行い、変異の表現型に対する効果を解
析する。 
 
 
４．研究成果 
(1)EMS 変異誘発系統の作成:マイクロトムの
新たな EMS変異誘発系統を作成し、5000系統
の変異誘発系統を確立した。 
 
(2)TILLING 法のための DNA プールの整
備：変異誘発系統 5000系統のゲノム DNA抽
出を完了した。 
 
(3) TILLING法の低コスト化：特異蛍光プラ
イマーを使って選抜した単為結果性、果実の
日持ち性に関する遺伝子の変異の検出をユ
ニバーサル蛍光プライマーにより試みたが
再現性に難が認められた。逆に特異蛍光プラ
イマーを使い精度を上げること、蛍光プライ
マーの販売コストが下がったことなどでコ
ストを低減できた。これらの技術を取り入れ、
マイクロトムの TILLING 技術を確立した
（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 TILLINGによる変異体選抜の流れ 
 
(4)DNAプールの変異率の評価：６つのエチレ
ン受容体遺伝子を含めた 10 種類の遺伝子に
ついて TILLING技術を使い、変異体の選抜を
行った。高頻度に変異誘発を行った変異体集
団では、737kb に 1 つの頻度で変異を確認で
きた。実用的に十分な変異頻度と判断された。 
 
(5)TILLING による１塩基置換変異系体の選
抜：前年度までに設計した TILLING用の蛍光
プライマーを用いて、トマト変異誘発系統
5000系統の TILLINGによるスクリーニングを
行い、トマト重要形質（日持ち性、GABA代謝）
に関連した遺伝子に変異の導入された変異
誘発系統を同定した。同定した変異誘発系統
の中から日持ち性に関する変異体（エチレン
受容体変異体 Sletr1-1, Sletr1-2）（図２）
の解析を集中的に実施した。変異体の自殖・
選抜を繰り返し、変異遺伝子がホモとなった
系統を獲得した。さらに後半にこれらの変異
体の表現型の解析を行い、Sletr1-2変異体が
トマトの日持ち性改良に有望であるデータ
を示し、トマト育種に TILLINGプラットフォ
ームが有効であることを実証した。 
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図２ エチレン受容体に確認された変異（A）と果実の
表現型に対する影響（B） 
Sletr1-1 と Sletr1-2:新たに発見された変異体、Never 
ripe:既知の変異体 
 
(6)選抜した１塩基置換変異体の解析：得ら
れた変異体を栽培し、誘発された遺伝子変異
（Sletr1-1, Sletr1-2）の植物の表現型（果
実日持ち性）を調査し、これらの変異遺伝子
が果実日持ち性向上に有効であることを明
らかにした（図３）。更に、２つの変異遺伝
子（Sletr1-1, Sletr1-2）をクローニングし、
アグロバクテリウム法でマイクロトムの野
生型に形質転換し、組換え体がエチレン非／
低感受性を示し、果実の日持ち性が大幅に向
上することを示し、変異体で観察された表現
型がこれらの変異遺伝子により引き起こさ
れることを証明した（図４，図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ Sletr1-2変異体の果実日持ち性. 
果実を収穫後に室温で 60日間保存 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 変異遺伝子を導入した組換え体（#12, #20, #50, 
#17, #13）実生のエチレン感受性．Sletr1-1, Sler1-2
は変異体, WTは非組換え体 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 変異遺伝子を導入した組換え体（35S::Sletr1-1, 
35S::Sletr1-2）果実の日持ち性（30 日後）の比較．WT
は非組換え体 
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